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実験的腹腔内感染 における腹水 中 β-lactamase活 性 の測定

一腹水中生菌数および薬剤濃度との比較検討一

道 浦 準 ・谷 村 弘 ・坂本 幸具

和歌山県立医科大学消化器外科*

(平成3年7月15日 受付・平成3年10月9日 受理)

EsrerichiacoliとBacteroides fragilisを マ ウスの腹腔内に接種 して実験的腹腔内感染を作

成 し,sulbactam/ampicillin(SBT/ABPC),amplcillin(ABPC),sulbactam(SBT),

piperacillin(PIPC)の 治 療効果を検討 し,腹 水中 β-lactamase活 性,生 菌数,薬 剤濃度を

感染後の時間 を追って測定した。その結果,

1)ED50はSBT/ABPCが14mg/kg,ABPCが23mg/kgで あ ったが,SBTとPIPCは

70mg/kgの 投与においても半数のマウスを救命で きなかった。

2)腹 腔 内 感 染 に対 し治 療 を行 わ な い と腹 水 中 β-lactamase活 性 はpenicillinase

(PCase),cephalosporinase(CSase)と も感染後3時 間でプラ トー に達 した。 これに対 し,

SBT30mg/kgの 投 与では菌数の減少は見 られなかった もののβ-lactamase活 性 は強 く阻害

され,CSaseに お いて一層顕著であった。

3)腹 水中薬剤濃度 は腹腔内感染時にはいずれの薬剤 も非感染時 より10倍 高かった。

4)ABPCやPIPCの 最 高腹水中濃度は2回 目投与後では1回 目の約半分 であったのに対

し,SBT/ABPCで はABPC濃 度 は1回 目,2回 目 ともほとんど差がなかった。

以上の結果,SBT/ABPCの 治療効果は腹水中 における β-lactamase阻 害 効果に基づ くも

のが大 きく,β-lactamaseは 間接的病原性の原因の1つ であると言える。
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近 年,β-lactam剤 を主体 とす る各 種 の 広域 スペ ク トラ

ム抗 菌 薬 の開 発 に伴 い,外 科感 染 症 に お け る薬 物 療 法 は大

きな発 展 を果 た した。 外科 領域 感 染 症 で は,消 化 管 内 の常

在 菌 を反映 して 多岐 にわ た る穿 孔性 腹膜 炎 か らの 検 出 菌 の

うち,Bacteroides fragilis groupの 多 くの株 は β-lacta-

maseを 産 生 す る た め,β-lactamaseに よる水 解 に抵 抗性

で かつ 広域 な抗 菌 スペ ク トラム を誇 る新世 代 セ フ ェム が 治

療 薬 として好 んで 用 い られ て きた。

しか し,抗 菌 薬 の適 切 な使 用 とは,確 立 され た固 定 の 治

療 法 で はな く,薬 剤 の組織 移行 を考 慮 した上 で,患 者 の 状

態 や治 療 へ の反 応 を迅 速 に捉 えつ つ絶 えず 変 化 す る局 面 に

応 じた的 確 な抗 菌 薬 の投 与 を意 味 す る1～3)。

我 々 は穿 孔 性腹 膜 炎 を モ ニ ター す る手 技 の1つ とし て,

Acidimetry法4,5)を 用 い る ヒ ト腹 水 中 の β-lactamase活

性 測定 法 を確 立 し,臨 床 へ の応 用 を試 みて きた6)。

今 回 は,マ ウ ス を用 い て実験 的 に腹 腔 内感 染 モ デ ル を作

成 し,腹 腔 内 菌 数 と腹 水 中 β-lactamase活 性 の変 化 を未

治 療 群 とsulbactam/ampicillin(SBT/ABPC),ampicil-

lin(ABPC),sulbactam(SBT),piperacillin(PIPC)

投与 群 と に分 けて 検討 を行 い,興 味 あ る知 見 を得 たので報

告 す る。

1.材 料 と 方 法

1.実 験 動 物

ICR系 雄 性 マ ウ ス4週 齢,体 重28.1±1.79を 用 い

た 。1群10匹 ず つ を プ ラ ス チ ッ ク ケ ー ジ 内 で 飼育 し,

餌 と水 は 自 由 に摂 取 さ せ た 。

2.使 用 菌 株

腹 腔 内 接 種 菌 は,臨 床 分 離 株 の う ち 敗 血 症 由来 の

Escherichia coli PT-23お よ び腹 膜 炎 の腹 水 由来の

B.fragilis PT-84を 用 い た。 β-lactamase産 生能 を

nitrocefin disk法 お よ びacidimetry disk法(β チ ェ

ッ ク,フ ァ イ ザ ー 製 薬)で 調 べ た 結 果 で は,E.coli

PT-23はnitrocefin disk法 の み 陽 性,B.fragilis PT

-84はnitrocefin disk
,acidimetry disk法2種(Pen-
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icillin G disk, Cephazolin disk)と も陽 性 で あ っ

た。

3.実 験的マウス腹腔内感染

E.coliはHeart Infusion寒 天斜面培地(日 水)で,

37℃,20時 間培養後滅菌生理食塩液 に浮遊 させ た。

B.fragilisはGAM broth(日 水)に て37℃,20時 間

培養した。これ らの菌液 を新鮮GAM brothで 希 釈

し,E.coliは4.4×108cfu/ml,B.fragilisは7.8×

108cfu/mlと な るように調整 し,等 量混合 してその

0.5ml(菌 量 としてE.coli 2.2×108cfu/mouse,B.

fragilis 3.9×108cfu/mouse)を マ ウス腹腔 内へ接種

し感染を成立させた。

4.薬 剤投与 と薬剤濃度測定

投与 した薬剤 はampicillin(ABPC,909μg/mg,

力価,プ アイザー製薬),sulbactam(SBT,890μg/

mg,プ アイザー製薬),piperacillin(PIPC,859μg/

mg,富 山化学)お よびSBTとABPCを 力 価比1:2

に混合 したSBT/ABPCの4剤 で,感 染後1時 間お

よび4時 間の2回,マ ウスの背部に皮下注射 した。

感染マウス と非感染マ ウスを用 いて各薬剤30mg/

kgを 皮下投与 した際のマウス腹水中薬剤濃度を測定

した。1回 目,2回 目 とも薬剤投与後0.5時 間,1時

間および2時 間(感 染 後1.5時 間,2時 間,3時 間,

4.5時 間,5時 間,6時 間)に 腹腔正中 を穿刺 し,滅

菌した0.4mMリ ン酸塩緩衝 生理 食塩 液2mlを 注

入,丹 念にマッサージを行い洗浄 した。ついで,左 右

側腹部 を穿刺回収 し,4匹 分 をプール して0.45μm

の ミリポアフィルターを通 して薬剤濃度測定用の腹水

試料とした(以 降,腹 腔洗 浄後 の回収液 を腹水 と略

す)。なお,薬 剤濃度測定用の腹水 は,β-lactamase

による薬剤不活 を停止 させるために99%の メタ ノー

ルを等量添加 した後,-20℃ で凍結保存 した。

SBT濃 度 はHPLC法7で,ABPCとPIPC濃 度 は

Micrococcus luteus ATCC 9341を 検定菌 とするbio-

assay法8,9)で 定量 した。各薬剤 の検 出限界はSBTが

0.1μg/ml,ABPCが0.05μg/ml,PIPCが0.2μg/

mlで あった。

薬剤濃度測定用の実験 とは別に,薬 剤投与後のマウ

スの観察を5日 間行 い,ED5。 値 をProbit法 に よ り算

出した。

5.腹 水中 β-lactamase活 性測定 と生菌数測定

同様に感染後0.5時 間,1.5時 間,2時 間,3時 間,

4.5時 間,5時 間,6時 間 に,感 染マ ウス5匹 分 の腹

水を集め,β-lactamase活 性 測定 および生菌数測定

を行った。

β-lactamase活 性 の測定 は教室 の坂本10)の 方 法 に

準 じ,Acidimetry法4,5)で 行 った。すなわち,ミ リポ

アフィルター処理 した腹水 をあらか じめpH7.60に

調 整 した0.4mMリ ン酸塩緩衝液で希釈 した。 さら

に0.01NのNaOHま た はHClで 正 確にpH7.60に

微 調整 した後,分 光光度計用石英 セルにそれぞれ2.3

ml分 注 し,フ ェノールレッド溶液を0.1ml添 加 し反

応溶液 とした。対照 には緩衝液0.1mlを,反 応系 に

は最終 濃度 が0.05μmol/mlと な る ようにHC10.1

mlを 加 えて,pH指 示 薬 として加 えておいたフェノ

ールレッ ドの色調の変化を558nmに お ける赤色の吸

光度の低下 としてダブルビーム型分光光度計(日 本分

光,Ubest-50)で 測 定 し,10Dの 低 下 が何 μmol/

mlのHCIに 相 当するかを判定 した。

同様 に,反 応系 に基質 としてABPCあ る いはce-

phaloridine(CER,Sigma)を0.1ml(最 終 濃 度

0.2mM),ま た対照 には0.1mlの 緩 衝液 を加 えた

(Fig.1)。 この際,ABPCま た はCERが 腹 水に含 ま

れ るβ-lactamaseに よ り分解 され ると,1個 または

2個 のH+を 放 出し,こ れが フェノール レッ ドの色調

Fig. 1. Assay procedure of fl-lactamase activity
in ascitic fluid' by the acidimetric method.
ABPC: ampicillin; CER: cephaloridine.
a Two ml of 0 .4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal
cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and
used as ascitic fluid.



1112  CHEMOTHERAPY  DEC.1991

を赤 色か ら黄色 に変化 させることを利 用 し,558nm

にお ける吸光度の低下 を反応開始後15分 間,経 時的

に1分 間隔で測定 し,β-lactamase活 性 を算出 した。

なお,β-lactamaseの1活 性単位(U:Unit)は 国 際

基準に従い,1分 間に1μmolの 基質 を分解 する酵素

活性 とした。 ミリポアフィルター処理をしなかった腹

水 を用 いて滅菌GAM brothで10倍 段 階希釈系列 を

作成,各 段階希釈液の0.1mlず つ をDHL寒 天 培地

(栄研)お よびBBE寒 天 培地(極 東)各3枚 ずつに

拡 げた。35℃,24時 間 それぞれ好気,嫌 気培養 した

後,コ ロニー数に希釈度 を乗 じて生菌数 を求めた。

6.薬 剤感受性測定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法11)に 準 じ,Mueller-

Hinton寒 天 培 地(Difco)お よ びGAM寒 天 培 地

(日水)を 用いて寒天平板希釈法によ り測定 した。 ま

た嫌気培養 はAnaerobicsystem(Forma社)内 で行

った。

II.結 果

1.マ ウス腹腔内感染モデルにおける抗菌薬の治療

効果

B.fragilisとE.coliに よ る腹腔内混合感染 モデル

におけるSBT/ABPC,ABPC,SBT,PIPCのin vivo

効 果 および感染菌に対する4薬 剤の最小発育阻止濃度

(MIC)をTable 1に 示 した。

β-lactamaseを 高 度 に 産 生 す るB.fragilisは

ABPC,PIPCに 耐 性 を示 し た の に 比 し,SBT/

ABPCはMIC 6.25μg/ml(106cfu/ml接 種 時)と 良

好な抗菌力 を示 した。

E.coliはABPCとPIPCに 感 受 性 を示 し,SBT

とABPCの 相 乗効果を認めなかった。

マ ウ ス 感 染 モ デ ル で のSBT/ABPCのED50は

14.0mg/kgで あ り,ABPC換 算 量 と して9,3mg/

kg,SBT換 算量 として4.7mg/kgで あ った。ABPC

単 独投与 でのED50は23.3mg/kgを 示 した。SBTと

PIPCは70mg/kgの 投 与においても過半数のマウス

を救命 し得なかった。

2.マ ウス腹水中薬剤濃度

感 染時 と非感 染時 のマ ウスの腹水中薬剤濃度を

Table2に 示 した。感染時の薬剤濃度はいずれの薬剤

においても非感染時よりも10倍 高い値であった。

SBT/ABPCとABPCを 比 較す ると,ABPC単 独

投与のほうが総投与量が1.5倍 であったにもかかわら

ず,感 染後2時 間 と5時 間 ではSBT/ABPC投 与の

ほうがABPC単 独 投与 よりもABPC濃 度 が高かっ

た。 また,1回 目と2回 目の投与後0.5時 間で薬剤濃

度 を比較す ると,SBT/ABPC投 与 ではABPC濃 度

はほぼ等 しいのに対 し,他 の3薬 剤の単独投与では2

回 目投与後の腹水中濃度が,1回 目よりも低値 となっ

た。

3.腹 水中生菌数 とβ-lactamase活 性 の変化

未 治 療 群 お よ びSBT,SBT/ABPC,ABPC,

PIPCを それぞれ30mg/kg投 与 した群における腹水

Table 1. Protective effect of four antibiotics on mice experimental infection with Bacteroides fragilis and

Escherichia coli

Antibiotics were administered subcutaneously twice at 1 and 4 hours after infection.

ED 50 value is expressed as a single dose.

Number in parentheses at ED,,, values indicate 95% confidence limits.

SBT/ABPC: a combination of sulbactam and ampicillin at a ratio of 1:2

ABPC, ampicillin; SBT; sulbactam; PIPC, piperacillin.

MICs and ED50 of SBT/ABPC are shown as total fl-lactams.
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Table 2. Comparative drug concentrations in ascitic fluid a after subcutaneous administration of antibiotics in

infected and uninfected mice

* not detected

Each antibiotic was administered subcutaneously at a dose of 30 mg/kg twice at 1 and 4 hours after infection.

a Two ml of 0.4 mM Na phosphate buffer saline (PBS) was injected into the peritoneal cavity of each mouse.

After gentle massage of the mouse abdomen, PBS was recovered and used as ascitic fluid.

Mice were infected intraperitoneally with and B. fragilis PT-84 E. coli PT-23.
c Normal mice were used .

中 の 生 菌 数 と β-lactamase活 性 の 経 時 的 変 化 を

Figs.2～6に 示 した 。

まず,治 療 を行 わ な い 場 合 に お け る腹 水 中 生 菌 数 を

み る と,感 染 後 い っ た んE.coliもB.fragilisも そ れ

ぞ れ6.4×107 cfu/ml,2.3×107 cfu/mlに 減 少 し た

が,3時 間 後 に は1.0×108 cfu/ml,2.0×108 cfu/ml

と増加 に転 じ,6時 間 後 に は4.0×108 cfu/ml,9.7×

107 cfu/mlと な っ た 。 腹 水 中 のpenicillinase

(PCase)は 感 染 後 早 期 に は検 出 さ れ ず,1.5時 間 後

に1.5mU/ml,2時 間 後 に2.2mU/ml,3時 間 後 に

2.9mU/mlと な り,6時 間 後 ま で3.0mU/ml前 後 で

推移 した。 一 方,cephalosporinase(CSase)は 感 染

後0.5時 間 で は3.3mU/ml,1.5時 間 後 に2.8mU/

ml,2時 間 後 に4 ,1mU/ml,3時 間 後 に7.7mU/ml

とな り,以 降6時 間 後 ま で8.0mU/mlと 高 い レ ベ ル

にあっ た(Fig.2)。

SBT/ABPC投 与 で は,両 菌 種 と も に 著 明 に 減 少

し,感 染 後6時 間 にE.coliは2.2×104 cfu/ml,8

fragilisは5.8×105 cfu/mlと な っ た。PCaseは6時

間後 まで1.2～1.9mU/mlの 範 囲 で 推 移 し た。CSase

は初 回 薬 剤 投 与 に よ り3 .3mU/mlか ら0.3mU/ml

へ と著 明 に低 下 し,感 染 後3時 間 に は3.8mU/mlと

上昇 したが,2回 目薬剤投与 によ り再び0.4mU/ml

へ と低下 した(Fig.3)。

ABPC投 与 では,E.coliは 感 染後3時 間で1.6×

105 cfu/ml,6時 間 で5.0×104 cfu/mlに 減 少 したが,

B.fragilisは5～7×107 cfu/mlで 推 移 し た。PCase

は感 染 後3時 間 まで は1mU/ml以 下 で あ っ たが,

4.5時 間 には2。7mU/mlと 上 昇 し,治 療 をしない場

合 の活性 にほぼ等 しくなった。CSaseは 感 染後3時

間 に6.0mU/mlと な ったが,4.5時 間(2回 目投与

後0.5時 間)に は1.7mU/mlと 低 下 したものの以後

漸増 した(Fig.4)。

SBT投 与 によるE.coliの 減少 はわずかでかつ一過

性であ り,B.fragilisへ の影響 はほとんど認めなか っ

た。一方,β-lactamase活 性 はPCase,CSaseと も

に感染後2時 間から5時 間の間で著明な抑制効果が観

察 され,CSaseの 抑 制 は一層 顕著 で あっ た(Fig.

5)。

PIPCを 投 与 した場合 の2菌 種の変化 はABPCを

投与 したときの変化 と類似 していたが,感 染後3時 間

以降はE.coliの 減 少を認めなかった。PCaseの 変 動

もABPCの 場 合 と同様のパター ンを示 し,そ の活性

レベ ル はABPCの 場 合 よ りも高 い傾 向 に あ った。



1114  CHEMOTHERAPY  DEC. 1991

Fig. 2. ƒÀ-Lactamase activity and numbers of

viable cells in ascitic fluid a of untreated mice.

PCase: Penicillinase activity measured by the

acidimetric method with ampicillin as a sub-

strate.

CSase: Cephalosporinase activity measured by

the acidimetric method with cephaloridine as a

substrate.

a Two ml of 0
.4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal

cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and

used as ascitic fluid for the ƒÀ-lactamase assay

and viable cell count.

CSaseは 感 染 後3時 間 に9.3mU/mlと ピ ー クを示

し,5時 間 に3.9mU/mlと 低 下 したが,6時 間に は

再 び4.6mU/mlと 上 昇 した。特 に感染 後1.5時 間

(薬剤投与 後0.5時 間)に お けるPCaseとCSase活

性 は,未 治療群 を含めた他の4群 と比較 して最 も高い

値を示した(Fig.6)。

III.考 察

化膿性腹膜炎の治療 に際 し最 も重要なことは,起 因

菌の排除 と抗菌薬の適切 な投与である1～3)。化膿性腹

膜 炎 で は ほ とん どが 複 数 菌 感 染 で あ り12～14),B.

fragilisな どが産 生 す る強 力 な β-lactamaseが β-

lactam剤 を分解 し,E.coliな どの強毒菌の増殖 を助

ける といった間接的病原性15)の 見 地か ら,臨 床検体

における β-lactamase活 性 の測定 は大 きな意義があ

Fig. 3. ƒÀ-Lactamase activity and numbers of

viable cells in ascitic fluid a of mice treated with

30 mg/kg of sulbactam/ampicillin.

PCase: Penicillinase activity measured by the

acidimetric method with ampicillin as a sub-

strate.

CSase: Cephalosporinase activity measured by

the acidimetric method with cephaloridine as a

substrate.

a Two ml of 0
.4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal

cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and

used as ascitic fluid for the ƒÀ-lactamase assay

and viable cell count.

る 。Soriano 16)ら は,ラ ッ ト に お い てE.coliとB.

fragilisの 腹 腔 内 感 染 モ デ ル を 作 成 し,cefotaxime

(CTX), aztreonam, gentamicinの3種 の抗 菌 薬 で

治 療 実 験 を し た 。 そ の 結 果,CTX投 与 群 で は混合感

染 の 死 亡 率 が 有 意 に上 昇 し,そ の 理 由 をB.fragilisの

産 生 す る β-lactamaseで あ ろ う と推 察 して い る。

ま たMinami 17)ら はEnterobacter cloacaeやPro-

teus vulgalisに よ る腹 腔 内 感 染 モ デ ル で 投与 した β-

lactam剤 が β-lactamaseに よ り不 活 化 さ れ る として

い る 。

我 々 は 化 膿 性 腹 膜 炎 の 起 因 菌 と し て は最 も多 いE.
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Fig. 4. ƒÀ-Lactamase activities and numbers of

viable cells in ascitic fluid a of mice treated with

30 mg/kg of ampicillin.

PCase: Penicillinase activity measured by the

acidimetric method with ampicillin as a sub-

strate.

CSase: Cephalosporinase activity measured by

the acidimetric method with cephaloridine as a

substrate.

a Two ml of 0
.4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal

cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and

used as ascitic fluid for the ƒÀ-lactamase assay

and viable cell count.

coliとB.fragilisの 混 合感染モデルを用いて腹水中 β

-lactamaseが 腹膜炎の治療 におよぼす影響を観察 し,

間接的病原性を捉えようと試みた。

マウスにおけるE.coliとB.fragilisの 混 合感染 モ

デルについては,東18)ら は腹水中細菌数 と血 中細菌

数を24時 間にわた り観察 し,腹 腔内に細菌が散布 さ

れてから1時 間後にはすでに敗血症状態にあると指摘

している。抗菌薬非投与時には腹水 中のE.coliは 感

染後2時 間でいったん減少するものの,そ の後 は漸増

し,B.fragilisは 時 間 とともに増加 している。我々の

実験でも,未 治療群では感染後0.5時 間 には両菌種 と

Fig. 5. ƒÀ-Lactamase activity and numbers of

viable cells in ascitic fluid a of mice treated with

30 mg/kg of sulbactam.

PCase: Penicillinase activity measured by the

acidimetric method with ampicillin as a sub-

strate.

CSase: Cephalosporinase activity measured by

the acidimetric method with cephaloridine as a

substrate.

a Two ml of 0
.4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal

cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and

used as ascitic fluid for the ƒÀ-lactamase assay

and viable cell count.

も減少 し,E.coliは そ の後漸増,B.fragilisは3時 間

以降はほぼ平衡状態 を保った。

今回使用 した薬剤 はすべて感染時には非感染時 より

も腹水中移行が良好であった。 その理由の1つ とし

て,感 染巣における血管壁 の拡張による薬剤透過性の

亢進が考えられる。In vitroで はABPCもPIPCも

E.coliとB.fragilisに 対 す る抗菌力 にほ とん ど差が

ないのに対 し,治 療実験 におけるED50の 違 いは腹水

移行の違いが原因であろう。 この点か らも,化 膿性腹

膜炎の治療に際 し,抗 菌力はもちろん腹水移行の よい

薬剤を選択することは非常に重要である。また,薬 剤

投与後0.5時 間 の腹水中濃度 は,SBT/ABPC以 外 で

は1回 目(1.5時 間)よ り2回 目(4.5時 間)の 方が

明らかに低値であった。SBT/ABPC投 与 で薬剤濃度



1116  CHEMOTHERAPY  DEC. 1991

Fig. 6. ƒÀ-Lactamase activity and numbers of

viable cells in ascitic fluid a of mice treated with

30 mg/kg of piperacillin.

PCase: Penicillinase activity measured by the

acidimetric method with ampicillin as a sub-

strate.

CSase: Cephalosporinase activity measured by

the acidimetric method with cephaloridine as a

substrate.

a Two ml of 0.4 mM Na phosphate buffer

saline (PBS) was injected into the peritoneal

cavity of each mouse. After gentle massage of

the mouse abdomen, PBS was recovered and

used as ascitic fluid for the ƒÀ-lactamase assay

and viable cell count.

が低下 しなか ったの は,PCaseもCSaseもSBTに

よって阻害されているとともに,菌 数が著明に減少 し

ているため腹腔内膿瘍の形成が少な く薬剤の腹水移行

が良好 で あった ため と考 え られ る。 またABPCや

PIPCで は,感 染後4.5時 間 にPCaseもCSaseも 上

昇 しており,こ れが薬剤不活に影響 している可能性 も

充分考えられる。時間経過 につれて薬剤の腹水移行が

低下することは,膿 瘍壁の形成が大 きな原因の1つ と

考えられ,臨 床 における化膿性腹膜炎で も同様の こと

が推察される。 さらに,感 染症 に対する初期治療にお

いて,感 染巣が除去できていない場合は予想される病

原菌に抗菌力のある抗菌薬の充分な投与 と,で きるだ

け速やかな感染巣除去の重要性が示唆 される。

治療 を行わなかったマ ウスの腹 水中β-lactamase

活 性 をみ ると,CSaseが 感 染後1.5時 間 から急激に

上昇するのは,B.fragilisが 増 加 している影響が大き

い と考 え られ る。 しか し,感 染 後6時 間 に はB.

fragilisが やや減少 しているにもかかわ らずCSaseは

減少 していないことか ら,感 染初期 にマウスの自己免

疫力によって死滅 した菌の菌体内酵素が遊離 した可能

性 も考 えられ る。感染後3時 間でPCaseとCSaseが

ほ ぼ平衡に達するのは菌数の変化,す なわち腹腔内に

おける菌の増殖 と死滅がほぼ平衡状態に達 したためで

あろう。

SBT単 独 投与あるいはSBT/ABPC投 与 ではSBT

の存 在する時間帯ではPCaseよ り もCSaseを 強力に

阻害 した。SBTは 本 来PCaseを 強 く,CSaseを 中等

度 に阻害する作用 をもつ19)と されているが今回は逆

の結果であった。 この理由は,腹 水採取直後に室温で

β-lactamase活 性 を測定 し,腹 水 をイ ンキュべート

していなかった こと,治 療薬 とβ-lactamase活 性測

定用の基質(ABPC)が 同 じであり腹水中に移行した

ABPCが 影 響 した ことなどが考えられるが詳細は不

明である。

SBTもABPCも それぞれ単独では両菌種を同時に

減少 させることはできなかったが,SBT/ABPC投 与

群ではB.fragilisに 対 するMIC以 下 の薬剤濃度しか

腹水中に検出 されないにもかかわ らず,両 菌種とも明

らかに減少した。 この原因 としては,SBT/ABPC投

与時 はそれぞれの単独投与時 に比較 して感染早期に

E.coliが 著 明に減少 してお り,そ れにともなってB.

fragilisの 増 殖 も抑制 された可能性 も考えられる。こ

の事実はSBT/ABPCのin vivoで の有効性を表わし

たものであ り,SBT/ABPCは す でに外科領域感染症

においてもその有効性が報告 されている20)

ABPCとPIPCの 単 独投与 では,PCaseの ピーク

は感染後4.5時 間,CSaseの ピー クは感染後3時 間

で あ るが,全 体 的 にPIPC投 与 の ほ うがβ-lacta-

mase活 性 は高値 を示 している。 これはPIPCの 腹水

移行が低濃度であ ったため,CSaseが 誘 導されたこ

とが原因か も知れない。腹水中生菌数 は類似した変化

を示 して い るの にED50が 異 な る の は,こ のβ-

lactamase活 性 および薬剤の腹水移行 の差が関与して

いる可能性がある。

また,一 度抗菌薬を使用 した場合,菌 数は減少して

も溶菌 によって菌体内の β-lactamaseが 遊 離し,一



VOL.39 NO.12 　実験的腹腔内感染症における腹水中 β-lactamase活 性 　1117

過性に増加することを知ってお くことが重要であ り,

その後の薬剤の投与法や投与量 について も充分考慮す

べきである。

腹水中か らのABPCの 消 失速度 は,SBT/ABPC

投与がABPC単 独 投与 よ りも遅 く,こ れ はSBTに

よるβ-lactamase阻 害効果によるもの と推察され る。

しかし,SBT/ABPC投 与 で は腹水中ABPC濃 度 が

高く溶菌が高度であったためかPCaseはABPC単 独

投与よりも高値を示 してお り,ABPCの 消 失速 度に

関してはβ-lactamase以 外 の要因が存在する可能性

がある。すなわち,腹 水中の菌数や重症度 に応 じて腹

膜の薬剤透過性に差 があ った り,PCaseが(2mU/

ml前 後)低 値で あれ ばABPCのpharmacokinetics

にはあまり影響がないのかも知れない。

以上の結果か ら,E.coliな ど強毒菌 が,β-lacta・

mase高 度産生菌 と共存 した場合 の薬物 治療 におい

て,β-lactam剤 が不活化 されその抗菌力 を失 う経過

を経時的に観察で きた。 さらに,β-lactamaseを 阻

害することによってその薬剤が抗菌力 を維持 し,治 療

成績をより一層向上させることを証明 した。

本論文の要 旨は,第39回 日本化学療 法学会 総会

(1991,千 葉)に て発表した。
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ƒÀ-LACTAMASE ACTIVITIES IN ASCITIC FLUID ON EXPERIMENTAL

INTRAPERITONEAL INFECTION IN MICE

-COMPARATIVE STUDY WITH VIABLE BACTERIAL COUNTS AND

DRUG CONCENTRATIONS IN ASCITIC FLUID-

Jun Michiura, Hiroshi Tanimura and Yukitomo Sakamoto

Department of Gastroenterological Surgery, Wakayama Medical College,

7 Rancho 27, Wakayama City, Japan

We evaluated the protective effect of sulbactam/ampicillin (SBT/ABPC), ampicillin (ABPC),

sulbactam (SBT) and piperacillin (PIPC) against experimental peritonitis in mice caused by

intraperitoneal inoculation of Escherichia coli and Bacteroides fragilis. ƒÀ-Lactamase activity, viable

bacterial counts and drug concentrations in ascitic fluid of infected mice were determined in the time

course of infection. The results obtained are summarized as follows,

1) The ED50 values of SBT/ABPC and ABPC were 14.0 mg/kg and 23.0 mg/kg, but 50% of mice

were not cured by 70 mg/kg administration of SBT or PIPC.

2) Without antimicrobial therapy, the ƒÀ-lactamase activity of both penicillinase (PCase) and

cephalosporinase (CSase) reached a plateau at 3 h after infection. SBT at a dose of 30 mg/kg

demonstrated no reduction of the pathogens' viable bacterial counts, but showed a remarkable

inhibition of ƒÀ-lactamase activity, especially against CSase.

3) When each test drug was administered to infected mice, its concentration in ascitic fluid was

ten times higher in infected than in normal mice.

4) Drug peak concentrations in ascitic fluid after the second administration of ABPC or PIPC

proved to be almost half of the first peak level. On the other hand, in the case of SBT/ABPC, there

was little difference in ABPC level after the first and second administrations. We conclude that the

protective effect of SBT/ABPC mainly results from the inhibition of ƒÀ-lactamases in ascitic fluid,

and probably these ƒÀ-lactamases parly cause the "indirect pathogenicity"


